















the  form  of  enzymes  also  play  a  key  role  in  enabling microbes  to  resist  antimicrobial  drugs. 













proteins  [1]. They have  at  least one  amino group, one  carboxyl group,  and  a  side  chain  in  their 
structures [2,3]. There are 20 different amino acids, represented by a general formula H2N‐CαH(R)‐




of another amino acid with  the  loss of a water molecule  (per each peptide bond)  to  form protein 
polymers  [6]. Figure 1a,b  illustrates a general chemical structure for 19 of  the 20 amino acids and 
glycine, respectively. 








also  referred  to  as  non‐coded  amino  acids  [10].  Non‐proteogenic  amino  acids  are  secondary 
metabolites, produced  from natural proteogenic amino acids and are usually  toxic  in nature  [11]. 





mistaken  for  normal  amino  acids  and  during  protein  biosynthesis,  they  are  incorporated  into 
different proteins [13]. This incorporation of non‐proteogenic amino acids results in the formation of 
unnatural  proteins with  improper  functionalities  and  hence  causes  undesired  consequences  [9]. 
Azetidine‐2‐carboxilic acid is a non‐proteogenic amino acid (found in sugar beets), due to structural 
similarities,  behaves  the  same  way  as  alanine  and  proline  [14].  Azetidine‐2‐carboxilic  acid,  if 
consumed during pregnancy, is believed to be the cause of multiple sclerosis in newborns [13]. 











































In  chemistry, D‐enantiomer of an amino acid  is also  referred  to as  its  (R)‐enantiomer and L‐
enantiomer as its S‐enantiomer, where “R” and “S” both come from Latin words rectus and sinister 
(right‐handed and left‐handed respectively). This type of nomenclature follows Cahn–Ingold–Prelog 


















i.e., LAAOs will  exhibit  antibacterial activity only  in  the presence of  corresponding  substrate  (L‐
amino acids) and DAAOs will exhibit antibacterial activity in the presence of D‐amino acids [31,32]. 





glycolytic  pathway  or  pentose  phosphate  pathway,  and  nitrogen  that  comes  from  ammonia 
(microbes  convert  nitrogen  gas  into  ammonia)  [34].  Microorganisms  are  generally  capable  of 
producing  all  the  required  proteogenic  amino  acids,  however,  the  mechanism  of  amino  acid 
biosynthesis is different in different microorganisms [35,36]. 
Different  organic  intermediates  and  precursors  undergo  biochemical  reactions  and  form 
different  amino  acids  [37].  Some  precursors  such  as  oxaloacetate  from  the  citric  acid  cycle,  α‐
ketoglutarate from Krebs cycle, and 3‐phosphoglycerate from Calvin cycle are converted into amino 
acids  that act as  intermediates  in  the biosynthesis of other amino acids  [34,38–40]. Table 1 enlists 
different precursors for the respective intermediates and amino acids. 
Table  1. Precursors  involved  in microbial biosynthesis  of  amino  acids.  Some  of  the  amino  acids 
mentioned in Table 3, do not involve any intermediates and their formation involves their respective 
precursors only i.e., serine, tryptophan, phenylalanine, valine, etc., while others, such as tyrosine and 
isoleucine  are  formed  through  their  respective  intermediates.  Some  amino  acids  also  serve  as 



























using different  enzymes. The mechanism  of  biosynthesis  of  certain  amino  acids  (that  cannot  be 
synthesised by mammals) has been reported to be similar in fungi and bacteria with the exception of 
biosynthesis of L‐lysine through α‐aminoadipate pathway which is only found in fungi. Biosynthesis 
of  lysine  is  catalysed  by  enzymes  such  as  homocitrate  synthase,  homoaconitase,  homoisocitrate 









that  precursors  acetyl‐CoA  and  α‐ketoglutarate  in  the  presence  of  homocitrate  synthase  form 
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homocitrate  (a  tricarboxylic  acid).  Homoaconitase  enzyme  dehydrates  homocitrate  to  form 
homoaconitate (homoaconitatic acid) that leads to the formation of homoisocitrate in the presence of 








them  from  their  external  environment  [38,46–48].  Several  enzymes  participate  to  catalyse  the 
formation of each amino acid  e.g., bacterial biosynthesis of branched‐chain amino acids  (leucine, 
isoleucine, and valine) for instance, is catalysed by at least eight different enzymes i.e., L‐threonine 
dehydratase,  acetolactate  synthase,  keto  acid  isomeroreductase,  dihydroxy  acid  dehydratase, 
isopropylmalate  synthase,  isopropylmalate  isomerase,  isopropylmalate  dehydrogenase,  and 
branched‐chain  aminotransferase  [38,49].  Figure  6  illustrates  various  steps  involved  in  bacterial 
biosynthesis of branched amino acids. 
 
Figure  6. Schematic  representation of branched  chain amino acids  in bacteria.  It  shows how  two 
pyruvate molecules  (product of glycolysis)  in  the presence of acetohydroxy acid synthase react  to 
form  acetolactate.  Isomero‐reductase  enzyme  converts  acetolactate  into  an  intermediate  called 
dihydroxyisovalerate which, in the presence of dihydroxy acid dehydratase enzyme, dehydrates and 
produces  the  final  intermediate, ketoisovalerate. Enzyme  transaminase B  converts ketoisovalerate 
into  L‐valine, while  enzyme  leu  BCD  converts  it  into  L‐leucine. Concept  adopted  from Amorim 
Franco, T.M., 2017 [38]. 
Due  to a variety of  industrial applications  (pharmaceuticals, cosmetics, animal  feeds, etc.) of 
amino  acids, microbial  biosynthesis  of  amino  acids  has  been  adopted  as  a means  of  large‐scale 
production by  the process of  fermentation  [50]. The  fermentation process  involves  the growth of 
microorganisms on  less expensive growth media on  the  industrial  level  to produce  tons of high‐
quality amino acids each year e.g., industrial production of L‐glutamic acid and L‐lysine [51–53]. 
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3. Antimicrobial Resistance (AMR) and Role of Amino Acids 
Antimicrobial  resistance  (AMR)  is not only  taking  its  toll on  the world’s human and animal 





well  as  repurposing  the  existing  ones,  including  the drugs  that were  previously  abandoned  for 
different reasons. 
Microorganisms  have  developed  different  strategies  to  resist  antimicrobial  drugs,  either  by 
reducing their efficacy or by rendering the drugs fully inactive. Different mechanisms through which 
microbes develop and spread resistance against antimicrobials include efflux pumps, modification of 
drugs, alteration of  the  target  sites, decrease  in  cellular permeability  to  reduce drug penetration, 
enzymatic degradation of antimicrobial compounds, and biofilm formation [56]. 
Microbial  cellular  envelopes have protein‐made designated  transport  channels  called porins 
[57]. These porins act in the same way as efflux pumps that expel antimicrobial drugs out of the cell, 




Amino acids  (in  the  form of enzymes) also contribute  to antimicrobial resistance  in different 
ways i.e., drug modification, and inactivation via enzymatic degradation e.g., phosphoethanolamine 
transferase, hydrolases and redox enzymes  [60]. Enzymes such as amidases and acyl  transferases 










Other applications of amino acids  in  the  fight against AMR,  include  their use as antibiofilm 
agents,  solubility enhancers  for existing drugs and  their physical combination with antimicrobial 
drugs  to  enhance  their  efficacy  by  additive  effect  or  synergism  [62,66–68].  Different  roles  and 




of  infection  [69,70].  D‐amino  acids,  in  particular,  which  facilitate  communication  amongst  the 
microbial communities, play a role in microbial‐host interaction as well as affect the host immune 
system by functioning as host defense peptides [71–73]. 
Trillions  (10–100  trillions)  of microorganism  including  archaea,  bacteria,  fungi,  viruses,  and 
protozoans  inhabit  the  human  body  (both,  externally  and  internally),  living  in  a  symbiotic 
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The symbiotic relationship is beneficial for human gut microbiota and the host itself, where the 






intercellular microbial  system of  communication, known  as quorum  sensing  (QS)  [81]. Microbial 
quorum sensing  is activated by certain extracellular chemical signals, called autoinducers  [82,83]. 
Autoinducers  that  activate  the  quorum  sensing  in Gram‐positive  bacteria  are peptides  [84]. The 








host with extra dietary proteins and amino acids  (20  to 25% extra as compared  to normal  intake) 
during any microbial infection‐mediated hypercatabolic phase and the recovery phase, to stop any 
further depletion of proteins [88]. 
Amino  acids  regulate  different  biological  events  in  microbes  such  as  spore  germination, 













amino  acids,  D‐amino  acids  in  particular,  have  been  reported  to  exhibit  broad‐spectrum 
antimicrobial, anti‐quorum sensing as well as antibiofilm activity. They are less likely to be resisted 
by microbes, hence offer an advantageous alternative to traditional antimicrobial drugs [97–100]. The 
aforementioned different  roles of  amino  acids have been discussed  in detail,  in  the  forthcoming 
sections. 
5. Role of Amino Acids in Bacterial Cell Wall Formation and Controlling Planktonic Bacteria 








ii)  assembly  of  precursors  into monomer  subunits  and  iii)  polymerisation  of monomers  in  the 
presence  of  glycosyltransferases  [104].  The  precursor  nucleotide  UDP‐N‐acetylglucosamine  is 
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synthesised from fructose‐6‐phosphate in the presence of enzyme glucoamylase (Glm), the precursor 
UDP‐N‐acetylglucosamine  is  converted  into  nucleotide  UDP‐N‐acetylmuramyl  pentapeptide  by 



































Disaccharide  pentapeptide monomer  in  Gram‐negative  bacterial  peptidoglycan  possesses meso‐
diaminopimelic acid (mDAP), whereas Gram‐positive bacterial peptidoglycan has L‐lysine instead. 
Basic  concept  (with adaptations) has been drawn  from  Irazoki, Hernandez, and Cava, 2019  [111]. 
Figure 8 has been drawn using Microsoft Word. 
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Free‐living  microbial  cells  attach  to  the  host  surface,  initiate  colonisation  and  secrete  an 
extracellular polymeric substance called biofilm, composed of polysaccharides, proteins, and DNA 
(extracellular DNA) [72,120,121]. Biofilm makes it difficult to treat microbial infections as it protects 
the attached cells residing  inside  it and  thereby offer resistance against antimicrobial drugs  [122]. 
Once  a  biofilm  reaches  its maturity,  it  is dispersed  and  the microbial  cells  are  released  into  the 







Prevention and dispersal of microbial biofilm are of utmost  importance  in  treating microbial 
infections and controlling antimicrobial resistance. Certain enzymes, called racemases facilitate the 
conversion  of  L‐amino  acids  into  their  corresponding  D‐enantiomers  through  the  process  of 
racemisation [24,125]. These D‐enantiomers or D‐amino acids have been reported to have the ability 







Streptococcus  mutans  [127,128]. Microbial  cells  are  connected  to  the  biofilm  via  cellulose  fibres, 
embedded  into  microbial  peptidoglycan  [129].  The  incorporation  of  D‐amino  acids  into 
peptidoglycan  (during  its  biosynthesis)  disrupts  the  sequence  of  existing  amino  acids  and  the 
microfibres‐microbial cell linkage breaks up, hence dispersing the biofilm and releasing the sessile 
microbial cells [63,103]. 
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with  amino  acid  lysine,  through  a  possible  lysine‐mediated  generation  of  endogenous  reactive 
oxygen  species  (ROS)  [130].  The  antibacterial  and  antibiofilm  activity  of  known  drugs  such  as 
clindamycin,  cefazolin,  oxacillin,  rifampin,  and  vancomycin  (for  Gram‐positive)  and  amikacin, 




activation  of  macrophages  in  the  host  environment  [67,131].  Similarly,  the  known  biocide, 






A  second  probable  mechanism  is  the  incorporation  of  D‐amino  acids  into  the  microbial 
peptidoglycan that disrupts the sequence of existing amino acids and replace the terminal D‐alanine 
(at  fifth  position)  in  the  peptidoglycan,  enhancing  its  sensitivity  and  susceptibility  towards 
antimicrobial drugs  [134]. Amino acids have also been used as  formulation protectants  in  freeze‐




of  vaccines, mainly  to  stabilise  the  vaccines  against hydrolysis  and physical degradation during 
storage  [138]. However, this  technique  itself can damage  the vaccine during  lyophilisation/freeze‐
drying [139]. To avoid any degradation or damage to the vaccine, amino acids have been used as 
cryoprotectants. Amino acids being  charged molecules,  form a protective  layer on  the  surface of 



















technique  i.e.,  solubility of  Indomethacin  (a nonsteroidal  anti‐inflammatory drug) was  enhanced 
through salt formation by using basic amino acids L‐arginine and L‐lysine as counterions [147,148]. 








Drugs  solubility  improvement  by  salt  formation  with  acidic  or  basic  salting  agents  as 
counterions, is regulated by parameters such as the acid‐base dissociation constant (pKa), pH, and 
isoelectronic point. The acidity or basicity of a substance is expressed by its pKa value, the acid‐base 
dissociation  constant  of  that  substance  [151].  The  pKa  scale  provides  information  regarding  the 
ionizability  of  a  chemical  substance  and  also  holds  a  significant  pharmaceutical  and  chemical 





























Alanine      √  2.34  9.69    6.00 
Arginine    √    2.17  9.04  12.48  10.76 
Asparagine      √  2.02  8.80    5.41 
Aspartic acid  √      1.88  9.60  3.65  2.77 
Cysteine      √  1.96  10.28  8.18  5.07 
Glutamic acid  √      2.19  9.67  4.25  3.22 
Glutamine      √  2.17  9.13    5.65 
Glycine      √  2.34  9.60    5.97 
Histidine    √    1.82  9.17  6.00  7.95 
Isoleucine      √  2.36  9.60    6.02 
Leucine      √  2.36  9.60    5.98 
Lysine    √    2.18  8.95  10.53  9.74 
Methionine      √  2.28  9.21    5.74 
Phenylalanine      √  1.83  9.13    5.48 
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Proline      √  1.99  10.60    6.30 
Serine      √  2.21  9.15    5.68 
Threonine      √  2.09  9.10    5.60 
Tryptophan      √  2.83  9.39    5.89 
Tyrosine      √  2.20  9.11  10.07  5.66 
Valine      √  2.32  9.62    5.96 
Table 2 shows that the pKa values for α‐carboxyl group fall in the range of 1.82–2.21 (acidic), 
while for α‐amino group, the pKa values range from 8.95 to 9.67 (basic). The side chain pKa values 










hydrophobic,  and  whether  an  amino  acid  will  exist  as  a  charged  or  neutral  molecule  [162]. 
Hydrophilic  amino  acids  are water‐soluble  and  tend  to  exist  as positively or negatively  charged 



















Asparagine  Uncharged  −4.3  Arginine  +  −4.2 
Aspartic acid  −  −3.89  Cysteine  Uncharged  −2.49 
Glutamine  Uncharged  −3.64  Isoleucine  Uncharged  −1.7 
Glutamic acid  −  −3.69  Glycine  Uncharged  −3.4 
Histidine  +  −3.32  Phenylalanine  Uncharged  −1.38 
Lysine  +  −3.05  Serine  Uncharged  −3.07 
Threonine  Uncharged  −3.5  Leucine  Uncharged  −1.6 
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change the pH of insulin in Hank’s balanced salt solution (HBSS) by almost 2 units i.e., from 7.4 to 
9.2, improving insulin’s solubility [149]. 
Similarly,  the overall charge of an amino acid has  to be assessed  to determine  if  it  can be a 
suitable  counterion  for a particular acidic or basic  ionisable drug. Amino acids  that have overall 
positive or negative charges are all of hydrophilic nature, with an exception of hydrophobic arginine 
[162]. Amino acid‐based salt formation of a drug requires the selection of appositely charged amino 
acids  to balance  the  total charge on  the resultant salt  [167]. These appositely charged counterions 
interact with acidic or basic ionised drugs in their solutions via strong electrostatic forces of attraction 









Apart  from  their  aforementioned  applications,  D‐forms  of  amino  acids  can  also  be  used  as 
sweeteners for taste masking. Since L‐amino acids are usually bitter or less sweet compared to their 
















the  development  of  resulting  product/formulation would  incur  lower  costs when  compared  to 





required  to  treat  biofilm‐related  infections.  This  will  result  in  broadening  the  use  of  existing 
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